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Enzyme from microbial symbionts sponge is bioactive compound that have 
potential as a new drug. This study aims to determine the antimicrobial potential 
of L-Glutaminase from bacterial symbiont sponge colected from Barang Lompo 
Island, South Sulawesi. The potential of antimicrobial activity  from microbial 
symbionts sponge was performed using the agar diffusion method. Identification 
of microbial symbiont sponge producing L-Glutaminase and the greatest 
antimicrobial activity through Gram staining and biochemical test. L-
Glutaminase were isolated from selected microbial symbiont sponge using 
ammonium sulfate fractination method at saturation level of 0-40 %, 40-60 %, 
and 60-80 %. L-Glutaminase was purified by a dialysis method using a 
cellophane membrane. Test antimicrobial activity with agar diffusion method 
using paper discs. The biochemical test and Gram staining results that the 
microbial symbiont sponge producing L-Glutaminase and greatest antimicrobial 
activity have characteristics that lead to Klebsiella spp which is a Gram-negatif 
bacteria.. L-Glutaminase produced the greatest activity at 72 hours of 25,74 
U/mL with concentration optimum of L-Glutamin are 0,015 µg/mL, at 37 ºC and 
pH 7. L-Glutaminase were isolated from Klebsiella spp DG4(3) have inhibitory 
effect on the growth of pathogenic bacteria such as Staphylococcus aureus and 
Escherichia coli. 40-60 % fraction having the largest inhibitory againts 
Staphylococcus aureus of 10,8 mm (strong) and againts Escherchia coli of 8,6 mm 
(medium) after 2 x 24 hours of incubation. 
 





 Bakteri patogen masih sering menjadi 
masalah dalam dunia kesehatan karena 
menyebabkan banyak penyakit.  Untuk mengatasi 
berbagai penyakit yang diakibatkan bakteri 
patogen biasanya digunakan bahan kimia yang 
dapat membunuh bakteri.  Bahan kimia terkadang 
dapat menimbulkan efek samping dan 
menyebabkan bakteri resisten terhadap bahan 
antibakteri atau antimikroba tertentu.  Terbatasnya 
bahan antibakteri yang sudah diketahui juga masih 
menjadi masalah dalam dunia kesehatan saat ini 
(Pastra dkk., 2012). 
 Spons adalah salah satu fauna laut yang 
banyak memiliki senyawa bioaktif unik.  Senyawa 
aktif seperti enzim yang diisolasi dalam spons 
juga ditemukan dalam bakteri simbion spons, oleh 
sebab itu beberapa peneliti berpendapat bahwa 
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bakteri terlibat dalam biosintesa senyawa aktif 
tertentu dalam spons.  Adanya hubungan antara 
produksi senyawa aktif oleh mikroba simbion 
dengan spons telah diteliti oleh Narsinha dan Anil 
(2000), yang melaporkan bahwa senyawa 
antibakteri yang dihasilkan oleh bakteri simbion 
spons (proteobacterium MBIC 3368, Idiomarina 
sp, dan Pseudomonas sp) sangat dipengaruhi oleh 
protein rekombinan yang terikat dan terdapat pada 
biota inang Suberitas domuncula (Murniasih dan 
Rasyid, 2010). 
 Salah satu senyawa-senyawa bioaktif unik 
yang dihasilkan oleh spons adalah protein aktif 
(enzim) yang dihasilkan dari mikroba simbion 
spons yang memiliki aktivitas farmakologis 
seperti antimikroba. Namun sejauh ini belum 
banyak data penelitian yang mengeksplorasi 
senyawa metabolit sekunder terutama enzim dari 
bakteri simbion spons yang berpotensi sebagai 
bahan baku obat dalam menekan berbagai 
penyakit pada manusia seperti zat antimikroba 
(Suriani dkk., 2012). 
 L-Glutaminase (L-Glutamine 
amidohydrolase, EC.3..1.2) adalah enzim yang 
menghidrolisis L-Glutamin menjadi asam L-
Glutamat dan melepaskan amonia (Sivakumar 
dkk., 2006). L-Glutaminase diusulkan sebagai 
enzim terapi. Beberapa penelitian yang dilakukan 
sebelumnya melaporkan bahwa bakteri jenis 
Bacillus dan Pseudomonas mampu menghasilkan 
L-Glutaminase. 
 Karakterisasi L-Glutaminase dari bakteri laut 
telah dilaporkan dilaporkan oleh Padma dan 
Singhal (2009) dan Yulianti dkk. (2012). Namun 
informasi mengenai L-Glutaminase yang diisolasi 
dari bakteri simbion biota laut (spons) dan 
aktivitas antimikrobanya dari perairan Indonesia 
sangat jarang. Oleh karena itu, dilakukan 
penelitian isolasi dan karakterisasi senyawa 
bioaktif yaitu enzim L-Glutaminase yang berasal 
dari mikroba simbion spons yang berpotensi 
sebagai bahan antimikroba. 
B. METODE PENELITIAN 
1. Bahan Penelitian 
 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah sampel spons yang berasal dari Perairan 
Pulau Barang Lompo Sulawesi Selatan, biakan 
murni bakteri Escheria coli  dan Staphylococcus 
aureus, media Nutrien Broth (NB), media Nutrient 
Agar (NA) media Muller Hilton Agar (MHA), 20 
g/L bakto agar, 3 g/L pepton, 5 g/L L-glutamin 
p.a, 0,75 g/L KH2PO4 p.a, 0,8 g/L MgSO4.7H2O 
p.a, 0,15 g/L NaCl p.a, 1 g/L CaCl2.2H2O p.a, 
klorampenikol, reagen Nessler, BSA (Bovine 
serum albumin), dan kertas pH universal. 
2. Alat Penelitian 
 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah sentrifuse, spektronik 20D+, neraca 
analitik, hotplate, magnetic stirrer, shaker, 
inkubator, autoklaf, pH meter, enkas, vortex, dan 
alat gelas lainnya yang umum di laboratorium. 
3. Prosedur Penelitian 
Isolasi Bakteri Penghasil L-Glutaminase dari 
Spons 
 Sebanyak 15 gram sampel spons dibilas 
dengan 30 mL air laut steril. Kemudian air bilasan 
dimasukkan ke dalam 30 mL media NB lalu 
dikocok menggunakan shaker pada suhu kamar 
selama 24 jam. Sedangkan bagian utuh spons 
dihaluskan menggunakan blender dan dimasukkan 
ke dalam 20 mL media NB lalu dikocok 
menggunakan shaker pada suhu kamar selama 24 
jam. Sampel yang telah disegarkan pada media 
NB diambil 1 mL dan dimasukkan ke dalam 
tabung reaksi yang berisi 9 mL air laut kemudian 
dilakukan pengenceran bertingkat hingga 10
-5
. 
Setelah itu masing-masing pengenceran 
dimasukkan ke dalam 20 mL medium cair 
pertumbuhan.  Sampel selanjutnya diinokulasikan 
dalam cawan petri sebanyak 50 µL secara aseptik 
dan kemudian diinkubasi pada suhu 37 ˚C selama 
1-3 hari. Produksi L-Glutaminase oleh bakteri 
akan melepaskan amoniak sehingga meningkatkan 
pH medium pembiakan.  Perubahan pH 
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membentuk warna merah muda dan diameter zona 
merah muda di sekitar koloni yang memproduksi 
L-Glutaminase. 
Seleksi Isolat Penghasil Senyawa Antimikroba 
 Seleksi isolat yang menghasilkan senyawa 
antimikroba dilakukan secara kualitatif, dengan 
menggunakan paper disc yang sebelumnya telah 
digores atau ditotolkan bakteri uji (Escherichia 
coli dan Staphylococcus aerus) pada permukaan 
media yang mengandung isolat   bakteri murni. 
Selanjutnya diinkubasi selama 2 x 24 jam pada 
suhu 37 ˚C. Isolat yang menghasilkan senyawa 
antimikroba ditandai dengan adanya zona bening. 
Identifikasi Isolat Penghasil Senyawa 
Antimikroba 
 Isolat yang memiliki aktivitas antimikroba 
terbesar diidentifikasi. Identifikasi yang dilakukan 
meliputi pewarnaan gram dan pengujian biokimia. 
Penentuan Waktu Produksi Optimum L-
Glutaminase 
 Penentuan waktu produksi optimum 
dilakukan pada proses fermentasi dalam medium  
yang mengandung L-Glutamin sebagai substrat. 
Suspensi bakteri dishaker pada suhu 37 ˚C selama 
1-5 hari dan setiap 12 jam dilakukan sampling 
untuk pengukuran OD  pada panjang gelombang 
660 nm dan kemudian diukur aktivitas L-
Glutaminase yang dihasilkan serta ditentukan 
kadar proteinnya. 
Fraksinasi dan Dialisis Ekstrak Kasar L-
Glutaminase 
Ekstrak Kasar difraksinasi dengan 
menggunakan amonium sulfat pada tingkat 
kejenuhan masing-masing: 0-40 %, 40-60 %, dan 
60-80 %. Endapan-endapan yang diperoleh setelah 
fraksinasi dari masing-masing tingkat kejenuhan 
amonium sulfat dilarutkan dalam sejumlah buffer 
B dan selanjutnya didialisis dalam sejumlah buffer 
C. Masing-masing fraksi protein tersebut 
dimasukkan dalam kantong selofan. Selofan yang 
telah diisi dengan fraksi protein dimasukkan ke 
dalam gelas kimia yang berisi larutan buffer C lalu 
diaduk dengan magnetic stirrer. Dialisis terus 
dilakukan sampai larutan buffer tidak berwarna 
lagi. 
Penentuan Kadar Protein 
 Penentuan kadar protein diukur dengan 
menggunakan metode Lowry dengan BSA 
(Bovine Serum Albumin) sebagai larutan standar. 
Pengukuran Aktivitas L-Glutaminase 
 L-Glutaminase yang diproduksi pada 
fermentasi yang mengubah L-Glutamin menjadi 
asam L-Glutamat dan melepaskan amoniak.  
Amoniak ini kemudian diukur dengan 
spektrofotometer UV-Vis menggunakan reagen 
Nessler. Campuran reaksi terdiri dari 0.05 mL 
ekstrak kasar enzim, 0.85 mL L-Glutamin 0,03 M, 
0.1 mL buffer tris-Cl 0.1 M pH 8, diinkubasi pada 
suhu 37 ˚C selama 30 menit. Reaksi selanjutnya 
ditambahkan 0.25 mL TCA 1.5 M. Kemudian 
campuran disentrifugasi selama 10 menit.  Setelah 
disentrifuge, 0.25 mL supernatan diencerkan 
hingga 4,25 mL menggunakan akuabides 
kemudian ditambahkan 0,5 mL reagen Nessler. 
Amonia yang dilepaskan oleh hidrolisis enzim L-
Glutaminase bereaksi dengan reagen Nessler.  
Lalu ditentukan kadarnya menggunakan standar 
amonium klorida pada. Satu unit L-Glutaminase 
didefinisikan sebagai jumlah enzim yang 
diperlukan untuk melepaskan atau mengkatalisis 
1,0 µmol amoniak per menit pada kondisi 
pengujian. 
Karakterisasi L-Glutaminase 
Pengaruh Konsentrasi Substrat 
 Penentuan konsentrasi substrat L-Glutamin 
optimum dilakukan dengan menggunakan variasi 
konsentrasi substrat L-Glutamin yaitu 0,005 
µg/mL; 0,010 µg/mL; 0,015 µg/mL; 0,020 µg/mL; 
dan 0,025 µg/mL. 
Pengaruh pH 
 Aktivitas L-Glutaminase dievaluasi pada pH 
yang beragam. Penentuan pH optimal dilakukan 
dengan menginkubasi ekstrak kasar enzim 
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menggunakan larutan buffer fosfat dan buffer tris-
Cl berkisar 6-10. 
Pengaruh Suhu 
 Aktivitas L-Glutaminase dievaluasi pada 
temperatur yang beragam pada pH optimum. 
Ekstrak kasar enzim diinkubasi pada rentang 
temperatur 30, 35, 37, 40, 45, dan 50 ºC. 
Pengujian Aktivitas Antimikroba 
 Pengujian aktivitas antimikroba dilakukan 
dengan menggunakan metode penapisan difusi 
agar paper disc ukuran 6 mm. Sebanyak 15 µL 
sampel, kontrol (+), dan kontrol (-) diteteskan di 
atas paper disc 6 mm, kemudian diletakkan di atas 
permukaan media MHA yang sebelumnya sudah 
diinokulasi bakteri bioindikator (Staphylococcus 
aureus dan Escherichia coli). Inkubasi dilakukan 
pada suhu 30 ˚C selama 24-48 jam lalu diamati 
dan diukur zona hambatannya dengan mistar 
geser. Aktivitas antibakteri ditunjukkan dengan 
adanya zona bening di sekitar paper disc, untuk 
membandingkan aktivtitas antimikroba dari 
sampel digunakan klorampenikol sebagai kontrol 
positif dan bovine serum albumin sebagai kontrol 
negatif. 
4. Hasil dan Pembahasan 
Isolasi Bakteri Penghasil L-Glutaminase dari 
Spons 
 Hasil inokulasi dengan metode agar tuang 
sangat bervariasi pada setiap pengenceran setelah 
pengamatan selama 3 hari. Koloni bakteri hasil 







baik dari air bilasan spons dan spons sangat padat 
dan berbentuk gerombolan, yang paling ideal 





 karena tidak begitu 
padat dan bentuk koloninya berbentuk tunggal 
besar. Menurut Lay (1994) jumlah koloni pada 
cawan petri yang representatif untuk 
menggambarkan jumlah dan komposisi sel bakteri 
pada sampel cair dengan teknik agar tuang adalah 
30 sampai 300 koloni. 
 Bakteri simbion spons yang dapat 
menghasilkan enzim L-Glutaminase dapat 
diketahui dengan mengamati perubahan warna 
yang terjadi pada media padat pertumbuhan 
bakteri, dimana produksi L-Glutaminase oleh 
bakteri akan melepaskan amoniak sehingga 
meningkatkan pH medium. Perubahan pH 
membentuk warna merah muda pada media yang 
sebelumnya berwarna kuning dan diameter zona 
merah muda di sekitar koloni yang memproduksi 
L-Glutaminase. 
 Dari hasil yang diperoleh sebanyak 8 isolat 
bakteri simbion spons penghasil L-Glutaminase 
yang memiliki aktivitas pertumbuhan yang baik 
sehingga kedelapan isolat inilah yang digunakan 
untuk tahap selanjutnya. 
Seleksi Isolat Penghasil Senyawa Antimikroba 
 Dari hasil uji daya hambat isolat bakteri 
terhadap bakteri uji (E. coli dan S. aureus) 
diperoleh hasil bahwa masing-masing isolat 
memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan 
bakteri E. coli dan S. aureus yang ditandai dengan 
terbentuknya zona bening di sekitar paper disc. 
 Berdasarkan ukuran zona bening yang 
terbentuk dari kedelapan isolat ternyata yang 
menghasilkan zona bening yang terbesar yaitu 
isolat SG4(3) sebesar 12,3 mm selama 24 jam dan 
14,3 mm selama 48 jam untuk bakteri uji S. 
aureus dan 9,3 mm selama 24 jam dan 10,5 mm 











Gambar 1. Hasil uji daya hambat isolat bakteri 









Identifikasi Isolat Penghasil Senyawa 
Antimikroba 
 Karakteristik dari isolat SG4(3) yang 
menghasilkan aktivitas antimikroba terbesar 
terlihat pada Tabel 1. 





Bentuk Basil (Batang) kokoh 
 Gram Negatif 
TSIA Slant + (Acid) 
 Butt + (Acid) 
 H2S - 
 Gas + 





MR-VP MR + 






 Laktosa + 
 Sukrosa + 
 Mannitol + 
 Berdasarkan beberapa pengujian yang telah 
dilakukan baik pewarnaan Gram dan uji biokimia 
sederhana serta didukung oleh ciri morfologi dan 
fisiologi, isolat SG4(3) yang diisolasi dari spons 
menunjukkan karakteristik yang mirip pada 
bakteri Klebsiella spp, oleh karena itu isolat 
bakteri simbion SG4(3) selanjutnya diberi nama 
Klebsiella spp SG4(3). 
Penentuan Waktu Produksi Optimum L-
Glutaminase 
 Aktivitas L-Glutaminase menunjukkan 
peningkatan seiring dengan lamanya waktu 
fermentasi dan jumlah bakteri dalam media. Pada 
jam ke-0 sampai jam ke-72, jumlah L-
Glutaminase yang diperlukan untuk mengkatalisis 
1 µmol amoniak per menit mengalami 
peningkatan. Pada jam ke-72 aktivitas enzim yang 
diperoleh merupakan aktivitas tertinggi, dimana 
aktivitas enzim yang didapatkan yaitu sebesar 
35,83 U/mL. Pada jam ke-84 sampai jam ke-120, 
aktivitas enzim mengalami penurunan.  
 
Gambar 2. Pengaruh Waktu Fermentasi terhadap 
Aktivitas L-Glutaminase Aktivitas L-
Glutaminase yang diproduksi oleh 
bakteri Klebsiella spp SG4(3) 
 
 Hasil pada Gambar 2 diketahui bahwa pada 
jam ke-72 didapatkan aktivitas tertinggi oleh 
karena itu, waktu produksi yang digunakan untuk 
tahap produksi enzim yaitu selama 72 jam. 
Fraksinasi dan Dialisis Ekstrak Kasar L-
Glutaminase 
Fraksinasi bertujuan untuk memisahkan 
protein berdasarkan perbedaan kelarutannya di 
dalam air. Penambahan garam amonium sulfat 
pada konsentrasi rendah ke konsentrasi tinggi 
pada setiap tingkat fraksi, menyebabkan jenis 
protein yang mengendap pada tiap fraksi berbeda. 
Hal ini sesuai dengan teori yang menyatakan 
bahwa setiap jenis protein memiliki kelarutan 
yang berbeda dalam air sehingga penambahan 
garam dengan kejenuhan tertentu dapat 
menyebabkan terjadinya pengendapan protein 
tertentu dengan tidak mengendapkan protein yang 
lainnya (Poedjiadi, 1994). 
Dialisis  bertujuan untuk menghilangkan senyawa 
kecil dan kelebihan garam amonium sulfat yang 
turut mengendap bersama dengan protein 
(Lehninger, 1993). 
 Adapun aktivitas L-Glutaminase yang 
diperoleh dari ekstrak kasar dan masing-masing 
fraksi dan kadar protein serta aktivitas spesifiknya 














































Waktu Fermentasi (Jam) 
Series1 Series2Aktivitas Pe tumbuhan Sel  
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Tabel 2. Data Pengukuran Aktivitas L-














1 EK 47,57 0,12 396,42 
2 F1 15,87 0,07 226,71 
3 F2 17,68 0,09 196,44 
4 F3 18,71 0,01 1871 
 
 Tabel 2 menunjukkan aktivitas spesifik L-
Glutaminase yang didapatkan dari ekstrak kasar 
dan masing-masing hasil fraksinasi serta dialisis 
berbeda-berbeda. Aktivitas spesifik L-
Glutaminase didapatkan dengan membandingkan 
aktivitas yang di dapatkan terhadap kadar 
proteinnya. Dari Gambar 3, fraksi 60-80 % (F3) 
memiliki aktivitas spesifik tertinggi. 
Karakterisasi L-Glutaminase 
Pengaruh Konsentrasi Substrat 
 
 
Gambar 3. Grafik Aktivitas L-Glutaminase pada 
Penentuan Konsentrasi Substrat L-
Glutamin Optimum pada Kondisi 
Suhu 37 ºC, pH 8,0, dan Waktu 
Inkubasi 30 menit. 
 
 Hasil uji aktivitas pada Gambar 3 dapat 
diketahui bahwa pada konsentrasi substrat L-
Glutamin sebesar 0,015 µg/mL dengan waktu 
produksi 72 jam didapatkan aktivitas L-
Glutaminase tertinggi. 
Pengaruh Suhu Inkubasi 
 
Gambar 4. Grafik Pengaruh Suhu Inkubasi 
terhadap Aktivitas Ekstrak Kasar L-
Glutaminase pada [S] yaitu 15 g/L 
dan pH 8,0, dan Waktu inkubasi 30 
Menit. 
 
Berdasarkan hasil pada Gambar 5 dapat 
diketahui bahwa suhu inkubasi optimum L-
Glutaminase yaitu pada suhu 37 ºC dengan 




Gambar 6. Grafik Pengaruh pH terhadap Aktivitas 
Ekstrak Kasar L-Glutaminase pada 
Kondisi Suhu 37 ºC, [S] yaitu 15 
g/L, dan Waktu Inkubasi 30 menit. 
 
Berdasarkan grafik pada Gambar 6 dapat 
diketahui bahwa pH optimum L-Glutaminase 
yaitu pada pH 7 dengan menghasilkan aktivitas 
tertinggi sebesar 16,12 U/mL. 
Pengujian Aktivitas Antimikroba 
 Hasil Pengukuran diameter paper disc dan 
zona hambatan dari ekstrak kasar dan hasil 
fraksinasi serta dialisis L-Glutaminase dari bakteri 
17.22 
18.98 



























Konsentrasi L-Glutamin (µg/mL) 
22.71 
23.49 





























































Klebsiella spp DG4(3) dapat dilihat dalam Tabel 
3: 
Tabel 3. Data Pengukuran Zona Hambatan L-
Glutaminase Hasil Fraksinasi dan 
Dialisis serta Ekstrak Kasarnya 
Sampel 
Diameter Hambatan (mm) 
S. aureus E. coli 
24 
jam 
48 jam 24 jam 48 jam 
F1 6 6 6 6 
F2 11,8 10,8 8,6 6,4 
F3 7,4 6,7 8,1 6,2 
Kontrol 
(+) 
21 21 21 21 
Kontrol 
(-) 
6 6 6 6 
 
 Menurut David dan Stout, kriteria kekuatan 
daya antimikroba dikategorikan lemah bila 
menunjukkan zona hambat dengan diameter ≤ 5 
mm, dikatakan sedang bila menunjukkan zona 
hambat dengan diameter 5-10 mm, dikatakan kuat 
bila menunjukkan zona hambat dengan diameter 
10-20 mm, dan dikatakan sangat kuat bila 
menunjukkan zona hambat dengan diameter ≥ 20 
mm. Berdasarkan data yang diperoleh dari Tabel 3 
fraksi 40-60 % memiliki aktivitas antimikroba 
terbesar dengan kriteria sedang terhadap bakteri 
uji E.coli dan kuat terhadap bakteri uji S. aureus. 
 Pada Tabel 3 terlihat bahwa setelah waktu 
inkubasi 2 x 24 jam, ukuran diameter masing-
masing zona bening dari fraksi-fraksi yang aktif 
mengalami penurunan. Hal ini berarti bahwa L-
Glutaminase yang terkandung dalam masing-
masing fraksi bersifat bakteriostatik, yaitu 
senyawa antimikroba yang hanya mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri patogen tetapi 
tidak mampu untuk mematikannya. Menurut 
Wattimena (1991), suatu antimikroba dikatakan 
bakteriostatik jika antimikroba tersebut berkhasiat 
untuk menghambat pertumbuhan bakteri uji dan 
tidak mematikan kuman hingga dalam waktu 48 
jam daerah hambatan kembali ditumbuhi bakteri. 
5. Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan 
maka dapat disimpulkan: 
a) Isolat yang menghasilkan L-Glutaminase  
berasal dari isolat bakteri simbion spons 
dan mempunyai ciri-ciri yang mengarah 
pada jenis bakteri Gram negatif, yaitu 
Klebsiella spp. 
b) Waktu produksi optimum L-Glutaminase 
yaitu pada jam ke-72, dengan 
menghasilkan aktivitas enzim sebesar 
25,74 U/mL dan kadar protein sebesar 0,91 
mg/mL. 
c) L-Glutaminase menghasilkan aktivitas 
tertinggi pada konsentrasi substrat L-
Glutamin 0,015 µg/mL, pada suhu 
inkubasi 37 ºC dan pada pH 7  sebesar 
25,76 U/mL. 
d) Aktivitas antimikroba terbesar dari L-
Glutaminase setelah waktu inkubasi 48 
jam terdapat pada fraksi 40-60 % terhadap 
Staphylococcus aureus sebesar 10,8 mm 
(kategori kuat) dan terhadap Escherichia 
coli sebesar 6,4 mm (kategori sedang) 
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